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慢性 色 功 能 不 全 患者 血清 及 硫酸 叫 吃 酚 对 巨 吃 细 肥 脂 质 聚 集 的 


影响 
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摘要 :目的 观察 尿毒 证 apoE-/- 小 鼠 主 动脉 根部 动脉 涛 样 硬化 病变 ,慢性 骨 功 能 不 全 患者 血清 和 尿毒 证 毒素 硫酸 叫 鸣 酚 对 巨 鸣 


细胞 胆固醇 转运 受 体 的 表达 及 胞 内 脂 质 聚 集 的 影响 。 方 法 外 科 手 术 法 建立 尿毒 症 apoE-/- 小 鼠 的 动物 模型 ,分 别 收集 尿毒 症 
apoE-/- 小 鼠 、 假 手术 apoE-/- 小 鼠 `.C57BIL/6J 小 鼠 的 主动 脉 根 部 , 行 冰冻 切片 油 红 O 染 色 ,计算 动脉 缆 样 硬化 斑 块 相对 面积 。 收 


集 慢性 肾 功 能 不 全 患者 及 肾 功 正常 者 血清 ,以 不 同 浓度 的 慢 怕 


E 氏 功能 不 全 患者 血清 或 不 同 浓度 的 硫酸 吗 吹 酚 干 预 巨 噬 细 胞 株 


12 h, 测 定 不 同 干预 条 件 下 胆固醇 转运 受 体 SR-A1.CD36、.ABCA1、ABCG1.、SR-B1 mRNA 的 表达 ;干预 24 h 后 诱导 泡沫 细胞 ， 
油 红 0 染色 测定 不 同 干预 条 件 下 细胞 内 脂 质 含量 。 结 果 尿毒 症 apoE-/- 小 鼠 主动 脉 根部 动脉 粥 样 硬化 斑 块 面 积 较 假 手术 
apoE-/- 小 鼠 明 显 增 大 。5% 的 慢性 肾 功 能 不 全 患者 血清 及 250 pmol/L 的 硫酸 吐 嗓 酚 可 明显 诱导 巨 噬 细 胞 CD36 mRNA 的 表达 
而 不 影响 其 余 胆固醇 转运 受 体 的 表达 ,同时 增加 巨星 细胞 内 脂 质 的 蓄积 。 结 论 慢性 肾 功 能 不 全 加 速 动脉 粥 样 硬化 的 进展 ,机 
制 与 慢性 肾 功能 不 全 血清 中 和 恒 白 结合 性 尿毒 症 毒素 硫酸 中 | 哄 酚 诱导 巨 哈 细胞 CD36 mRNA 表达 上 调 促进 细胞 内 的 脂 质 蓄积 


4 


有 助 于 巨星 细胞 源 性 泡沫 细胞 形成 有 关 。 


关键 词 :慢性 肾 功 能 不 全 ;动脉 缆 样 硬化 ;硫酸 中 | 哄 盼 ;巨星 细胞 ;CD36; 泡 沫 细胞 
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Abstract: Objective To investigate the pathologies of aortic root atherosclerotic lesion in uremic apoE-/- mice and explore the 
effect of serum from patients with chronic renal insufficiency (CRI) and the uremic toxin, indoxyl sulfate (IS), on the 
expression of cholesterol transporting receptors and lipid accumulation in macrophages in vitro. Methods The uremic apoE-/- 


mouse model was established by surgical operation. Frozen sections of the aortic root were collected from uremic apoE-/- mice, 
sham-operated apoE-/- mice and C57BL/6J mice and stained with oil red O to calculate the relative area of atherosclerotic 
plaque. Murine macrophage RAW264.7 cell line was treated for 12 h with different concentrations of IS or serum samples from 
CRI patients and healthy individuals, and the mRNA expressions of cholesterol transporting receptors (SR-A1, CD36, ABCA1, 
ABCG1 and SR-B1) were detected. After treatment for 24 h, the cells were induced into foam cells to determine lipid contents 
using oil red O staining. Results The relative area of the atherosclerotic plaques in the aortic root increased significantly in 
uremic apoE-/- mice compared with that in sham-operated apoE-/- mice. CRI serum (5%) and IS (250 umol/L) obviously 
increased the mRNA expression of CD36 and lipid accumulation in the macrophages, but did not affect the mRNA expression 
of other cholesterol transporting receptors. Conclusion CRI can accelerate the progression of atherosclerosis through the 
mechanism that IS in CRI serum promotes lipid accumulation in macrophages by enhancing the mRNA expression of CD36, 


which contributes to the formation of foam cells. 
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流行 病 学 数据 表明 慢性 骨 功 能 不 全 (CRID) 患 者 的 
心血 管 疾病 风险 远 高 于 一 般 人 群 ,透析 患者 心血 管 疾病 
死亡 率 较 一 般 人 和 群 高 10~20 倍 "。CRI 患 者 相对 于 一 般 
人 和 群 更 易 出 现 动脉 滥 样 硬化 (AS) 病 变 , 有 更 高 的 冠 心 
病 发 病 风险 ,透析 人 群 中 冠 心病 发 病 率 接近 40%”。 与 
肾 功 能 正常 个 体 相 比 , 慢 性 肾脏 病 (CKD) 的 每 个 时 期 
AS 发 生 率 都 明显 升 高 , 广 块 的 进展 也 明显 加 快 。 内 环 
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境 亲 乱 是 CRI 患 者 的 重要 特征 ,可 能 是 造成 AS 加 速 发 
展 的 原因 ,但 其 机 制 并 不 十 分 清楚 。 尽 管 透析 可 以 部 分 
纠正 尿毒 症 患 者 的 内 环境 紊乱 ,但 并 未 明显 降低 AS 相 
关 疾 病 的 发 生 率 。 硫 酸 电 吹 酚 (IS ) 是 一 类 不 能 通过 透 
析 清 除 的 白 蛋 日 结合 性 尿毒 症 毒 素 ,既往 研究 表明 其 主 
要 通过 炎症 和 氧化 应 激 反 应 破坏 血管 内 皮 和 平滑 肌 细 
胞 的 正常 生理 功能 发 挥 致 AS 作用 六 ,但 其 对 巨 唉 细胞 
脂 质 代 谢 ( 胆 固 醇 为 主 的 脂 质 流 入 流出 ) 及 泡沫 细胞 形 
成 的 作用 尚 无 报道 。 我 们 建立 尿毒 症 apoE-/- 小 鼠 模 
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除 左 凤 。 假 手术 组 仅 做 双 肾 被 腊 剥 离 (8 周 龄 暴露 右 肾 ， 
10 周 龄 暴露 左 凤 )“”。0 号 丝线 用 于 整个 过 程 ,所 有 操 
作 在 10% 水 合 氧 醛 腹腔 内 麻醉 下 进行 。 造 模 后 10 周 ， 
DR BEJE apoE-/- 小 鼠 组 、 假 手术 apoE-/- 小 鼠 组 、 对照 
C57BL/6J 小 鼠 组 各 4 只 ,采集 血 标本 检测 肾 功 能 指标 
(尿素 氮 、 肌 栈 )、 血 脂 ( 胆 固 醇 甘油 三 酯 ) 和 血糖 
(Hitachi7060 全 自动 生化 分 析 仪 检测 ) ,根据 肾 功 指标 判 
断 造 模 是 否 成 功 。 同 时 采集 主动 脉 根部 组 织 行 横 截 面 
冰冻 连续 切片 , 油 红 OO 染色 ,以 AS 斑 块 占 动脉 管 腔 横 截 


型 ,观察 尿毒 症 apoE-/- 小 鼠 主 动脉 根部 AS 病 变 。 同 时 
观察 CRI 患 者 血清 和 IS 对 体外 培养 巨 哈 细胞 脂 质 转 运 
相关 受 体 的 表达 及 胞 内 脂 质 含量 的 影响 ,探讨 尿毒 症 性 
AS 的 可 能 发 病 机 制 之 一 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 

新 生 牛 血清 购 自 杭 州 四 季 青 生物 工程 材料 有 限 公 
71] ; Biz; WEBER .Ox-LDL .多 聚 甲 醛 粉 剂 t£ OX 
98] . 苏 木 素 粉 剂 均 购 自 Sigma 公 司 ;Trizol、 逆 转录 试剂 
盒 、 实 时 荧光 定量 PCR 试剂 盒 (DyNAmom SYBR 
Green qPCR Kits) 均 购 于 Takara 公 司 。 上 海 泰 益 医疗 
仪器 设备 有 限 公司 932 型 电热 烧灼 器 由 由 西安 交通 大 
学 医学 院 机 能 中 心 提供 ;Nikon 公 司 细胞 照相 机 ,日 本 
Olympus 公司 倒置 生物 显微镜 (2E14121 ) ,武汉 千 屏 影 
像 技 术 有 限 责 任 公 司 图 像 分 析 系 统 (HMIAS2000) , 美 
国 BioRad 公 司 IQ5 实 时 定量 PCR 仪 ,Bio Rad 公 司 核酸 
定量 仪 ,德国 LEICA 公司 恒 冷 箱 切 片 机 均 由 西安 交通 
大 学 “环境 与 疾病 相关 基因 "教育 部 重点 实验 室 提 供 ; 
Hitachi 7060 全 自动 生化 分 析 仪 由 西安 交通 大 学 医学 
院 第 一 附属 医院 检验 科 提 供 。 小 鼠 源 性 RAW264.7 
巨 鸣 细 胞 株 购 自 中 科 院 上 海 细胞 生物 所 细胞 中 心 ;CS7BIL/ 
6J 遗传 背景 的 apoE-/- 种 鼠 (B6.129P2- ApoE™) 购 自 
中 国 南 京 大 学 模式 动物 遗传 研究 中 心 ,C57BL /6J 小 忌 
由 西安 交通 大 学 医学 院 实验 动物 中 心 提供 ,实验 用 鼠 
均 饲 养 于 西安 交通 大 学 医学 院 实验 动物 中 心 层 流 室 ， 
出 生 后 4 周 离 乳 , 喂 以 标准 饲料 :5% 脂 肪 、18.9% 和 蛋白 
质 .72.3% 碳 水 化 合 物 .1.01% 钙 0.659685, 
1.2 方法 
1.2.1 尿毒 症 apoE-/- 小 鼠 动 物 模 型 的 建立 及 主动 脉 根 
部 AS 病变 检测 8 周 龄 雄性 apoE-/- 小 鼠 随 机 分 成 尿毒 
症 组 及 假手 术 组 ,C57BL/6J 雄 性 小 鼠 作 为 对 照 组 。 参 
HE Gagnon 的 方法 5 采用 两 步 外 科 手 术 法 建立 尿毒 证 
apoE-/- 小 鼠 动 物 模 型 : 行 2 cm 右 侧 腹 切 口 ,暴露 右 肾 ， 
除了 肾 门 周围 2 mm 完整 组 织 , 电 凝 整个 右 肾 皮质 ,仔细 
处 理 输尿管 及 避免 损伤 肾上腺 ;2 周 后 即 10 周 龄 时 , 通 
过 左 侧 腹 切 口 暴露 左 虹 ,在 双 结扎 肾 血 管 及 输尿管 后 摘 


面 的 面积 百分比 (SsewWS ww) 来 代表 AS 病 变相 对 大 小 "。 
1.22 CRI 患 者 及 对 照 血清 的 采集 及 配制 CRI 患 者 血 
清 (10 例 ) 采 自 西安 交通 大 学 医学 院 第 一 附属 医院 肾 内 
科 住 院 患者 : 血 肌 酥 >445 pmol/L, 肾 小 球 滤 过 率 
(eGFR)«30 ml/min- 1.73 m*(CKD4 期 及 5 期 ), 排 除 急 
性 肾 衰 竭 。 健 康 对 照 血 清 (10 例 ) 采 自 西安 交通 大 学 医 
学 院 第 一 附属 医院 体检 中 心 : 血 肌 酷 <75 umolL ,排除 
心血 管 疾病 。 本 研究 符合 赫尔辛基 宣言 的 原则 ,所 有 
CRI 患 者 和 健康 对 照 者 签字 知情 同意 ,并 获得 西安 交通 
大 学 医学 院 第 一 附属 医院 伦理 委员 会 的 批准 。 两 组 人 
群 年 龄 均 在 70 岁 以 下 ;排除 近期 急性 感染 .手术 外 伤 、 
心 梗 . 脑 洽 中 急性 心 衰 发 作 糖 皮质 激素 或 免疫 抑制 剂 
治疗 史 ; 排 除 合 并 糖尿 病 ,病毒 性 肝炎 .结核 .其 他 自身 
免疫 疾病 .肿瘤 、 妊 娠 。 两 组 人 群 的 年 龄 .性 别 .血脂 
(TG 及 LDL) 无 统计 学 差异 。 分 别 混合 10 例 CRI 患 
血清 及 10 例 对 照 考 血清 ,配制 以 下 浓度 分 组 干预 巨 噬 
细胞 :人 对照 组 :培养 基 +10% 对 照 血 清 孵 育 (CRI 血 清 
终 浓 度 0%, 以 0% 表 示 );@@5% 血 清 组 :培养 基 +5% 对 照 
血清 +5%CRI 血 清 (CRI 血 清 终 浓度 5%, 以 5% 表 示 );@) 
10% 血 清 组 :培养 基 +10%CRI 血清 (CRI 血清 终 浓度 
10%, 以 10% 表 示 )。 

1.2.3 硫酸 吧 吃 酚 溶液 的 配制 及 干预 分 组 IS 纯 品 易 分 
解 ,多 以 盐 类 形式 保存 ,所 购 IS 为 硫酸 呀 唆 酚 钾 盐 ， 
为 排除 K* 的 影响 ,每 组 给 予 不 同 剂量 的 KCl, 保 证 干 
预 各 组 钾 盐 浓度 一 致 ,并 设置 空白 对 照 组 。 分 组 干预 
巨 哈 细胞 如 下 :空白 组 :培养 基 ( 不 售 K*\IS, 该 组 以 
Con 表 示 );@ 对 照 组 :培养 基 +500 pmol/L KCI(K 2&3 
度 500 umol/L ,IS YKE 096 ,该 组 以 0 umol/L 表示 ); 
图 低 浓 度 组 :培养 基 +250 umol/L KC1+250 umol/L IS 
(K’ 终 浓度 500 umol/L,IS YKFE 250 umol/L, iZ£H UJ 
250 umol/L 表示) ; DRK REH : 1474+500 umol/L IS 
(KYKJE 500 umol/L, IS 2&1 E£ 500 pmolL, 该 组 以 
500 umol/L Z&r) « 

1.2.4. 诱导 巨 噬 细 胞 泡沫 化 和 油 红 O 染 色 不 同 浓度 的 
血清 或 IS 干 预 RAW264.7 巨 只 细胞 24 h, 贴 壁 良 好 的 巨 
哈 细 胞 胰 酶 消化 后 接种 于 6 孔 板 中 ,加 入 无 血清 DMEM 
培养 基 18 h( 或 过 夜 ) 后 ,每 筷 更 换 新 鲜 的 无 血清 DMEM 
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培养 基 2 ml, 加 入 ox-LDL 使 每 孔 终 浓度 为 50 mg/ml, 
水 平 放置 于 恒温 细胞 培养 箱 中 静 置 培养 48 h 后 行 油 
红 O 染 色 。 染 色 后 立即 显微镜 下 观察 .拍照 ,细胞 吞 脂 
程度 以 脂 滴 面 积 /细胞 面积 表示 , 镜 下 随机 选取 3 处 视 
野 ,分析 细 胞 脂 质 含量 。 

1.2.5 细胞 总 mRNA 提取 及 胆固醇 转运 受 体 RTPCR 检 
测 血清 或 1S 干预 12h 后 的 巨星 细胞 加 入 0.5 ml Trizol 
试剂 充分 裂解 ,经 氯仿 . 异 丙 醇 提取 组 织 RNA, 乙 醇 洗 
次 ,DEPC 水 溶解 。 将 提取 的 RNA 样 本 放置 于 冰 上 , 按 
1:10 稀 释 后 于 微量 紫外 分 光 光 度 计 上 测 RNA 浓 度 , 保 
证 所 提取 得 mRNA 在 260 nm 和 280 nm 吸光 值 之 比 
(Azeo/Azso) 在 1.8-2.0 之 间 。 将 提取 的 RNA 逆转 录 : 按 
Takara 首 转录 试剂 盒 10 pl 体系 试剂 盒 操 作 要 求 进行 逆 
转录 反应 。RT-PCR: 选择 GAPDH 作为 内 参 , 根 据 
GAPDH、.CD36、SRA1.ABCA1、ABCG1.SRB1 基因 序 
列 设计 引物 。 引 物 如 下 :GAPDH:Forward 5-CTTTG- 
GCATTGTGGAAGGGCTC-3, Reverse 5-GCAGGGA 
TGATGTTCTGGGCAG-3; CD36: Forward 5-GACAT- 
GATTAATGGCACAGACGC-3, Reverse 5-TTTCAG 
ATCCGAACACAGCGTAG-3; SRA1: Forward 5-GC 
TTTCTCCTTCTGCCTTTATCC-3, Reverse 5-GACA 
CCGAGAGCCATCTTTATCATT-3; ABCAI: Forward 
5-GAACCGCTTCGTCTCTCCGCTC-3, Reverse 5-C 
CCGCCTCACATCCTCATCCTC-3; ABCGI : Forward 
5-AAGGGGGTCGCTCCATCATTT-3, Reverse 5-GG 
TTGTGGTAGGTTGGGCAGTT-3; SRB1: Forward 5- 
GATCCCTATCCCCTTCTATCTCTCC3, Reverse 5-C 
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表 1 对 照 组 假手 术 与 尿毒 症 apoE-/- 小 鼠 血 脂 . 血 糖 的 比较 
Tab.1 Comparison of serum lipids and glucose parameters in 
control, sham-operated and uremic apoE-/- mice (Mean + SD, 
mmol/L, n=4) 


Group TC TG Glucose 
Control 1.88+0.33 0.46+0.19 5.40+0.60 
Sham 11.8320.77* 0.8620.07* 5.19*0.51 
Uremia 14.55+1.02** 1.10+0.04** 5.54+0.47 


TC: Total cholesterol, TG: Triglyeride. *P«0.05 vs control group, ‘P< 
0.05 vs sham-operated apoE-/- mice. 
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TITTGTGCCTGAACTCCCTGTA-3, f£ Takara 要 求 
的 加 样 体系 进行 Real Time PCR 反应 。 扩 增 反 应 条 件 
为 预 变性 :95 C 10 s; 变 性 :95 C 5 s; 退 火 :60 "C 15 s; 
延伸 :72 C 10 s, 共 45 个 循环 。 分析 CD36、SRA1、AB- 
CA1、ABCG1、SRB1 mRNA 的 相对 表达 量 用 2^^" 
方法 

1.2.6 统计 学 分 析 所 有 结果 以 均 数 + 标准 差 表 示 , 体 外 
实验 重复 3 次 ,应 用 SPSS18.0 统 计 软 件 分 析 实 验 数 据 。 
多 样本 参数 检验 采用 one-way analysis of variance 
(ANOVA) 方 差分 析 。P<0.05 时 认为 有 统计 学 差异 。 


2 结果 
2.1 尿毒 症 apoE-/- 小 筷 模型 的 构建 及 主动 脉 根 部 AS 病 
变 特 点 

造 模 后 10 周 ,假手 术 组 与 对 照 组 的 肾 功 能 无 显著 性 
差异 (尿素 氮 :10.9+1.64 mmol/L vs 9.42+3.20 mmol/L, 
P»0.05; WLET :14.751.82 umol/L vs 15.2+3.25 umol/L, 
P>0.05)。 尿 毒 症 apoE-/- 小 鼠 的 肾 功 能 指标 较 假手 
术 组 明显 升 高 (尿素 氮 :26.94+3.97 mmol/L vs 10.9 
1.64 mmol/L, P«0.01 ; LET :45.4:3.80 umol/L vs 14.7 
1.82 pmol/L, P«0.01) ,提示 尿毒 症 apoE-/- 小 鼠 造 模 成 
功 (图 1)。 假 手术 组 与 尿毒 症 apoE-/- 小 鼠 的 血清 总 胆 
固 醇 和 甘油 三 酯 水 平均 较 对 照 组 升 高 (P<0.05)。 与 假 
手术 组 相 比 ,尿毒 症 apoE-/- 小 鼠 有 更 高 的 血清 总 胆 固 
醇和 甘油 三 酯 水 平 (P<0.05)。 血 糖水 平 在 3 组 之 间 无 
显著 性 差异 (P>0.05, 表 1)。 


THE 

图 1 对 照 组 .假手 术 与 尿毒 症 apoE-/- 小 
鼠 肾 功能 指标 的 比较 

Fig.l Comparison of renal functional 
parameters in control, sham-operated and 
uremic apoE-/- mice. **P«0.01 vs control 
group, "P«0.01 vs sham-operated apoE-/- 
mice; 11-4 in each group. 


Sham Uremia 


造 模 后 10 周 ,对 照 C57BL/6J 小 鼠 主动 脉 根部 横 切 
面 均 无 AS 斑 块 形成 ;假手 术 apoE-/- 小 鼠 可 见 明 显 的 
AS 斑 块 ,但 管 腔 并 未 出 现 明显 狭 窗 [S S ge: (9.75 
1.42)96 ]; 而 尿毒 症 apoE-/- 小 鼠 可 见 弥 漫 的 AS 斑 块 ,并 
E | 起 管 腔 狭 罕 [$S a S ue: (24.5+1.71)%]。 尿毒 症 组 与 
假手 术 组 相 比 AS 病 变相 对 面积 显著 增 大 [(24.5+ 
1.71)% vs (9.75+1.42)%,P<0.01, 图 2]。 


201712.01080v1 


chinaXiv 


: 634 - J South Med Univ, 2015, 35(5): 631-638 


0.2 


0.1 


Plaque area/lumen area 
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Control Sham Uremia 


2.2 CRI 串 者 血清 对 巨 噬 细 胞 脂 质 聚 集 和 脂 质 转 运 受 
体 mRNA 表 达 的 影响 

与 对 照 血 清 相 比 :5% 浓 度 的 CRI 患 者 血清 干预 下 
巨 哈 细胞 内 脂 质 含量 明显 增加 ( (10.35 5 1.46)96 vs 
(5.30+0.63)%,P<0.01) ,10% 浓 度 的 CRI 患 者 血清 干预 
下 巨 哈 细胞 脂 质 含量 也 明显 升 高 ((12.62+4.96)% vs 
(5.30+0.63)% ,P<0.05);10% 较 5%CRI 血清 干预 下 巨 
哈 细 胞 内 脂 质 含量 稍 增加 ,但 差异 无 统计 学 意义 
((12.62+4.96)% vs (10.35+1.46)%,P>0.05, 图 3)。 与 
对 照 血 清 相 比 ,5% 和 10% 浓 度 的 CRI 血 清 干预 下 巨 哈 
细胞 表面 胆固醇 流入 受 体 CD36 mRNA 表达 量 明 显 升 
fei CP«0.01 9X, P<0.05) ,而 其 他 胆固醇 转运 受 体 SR-A1、 
ABCA1L、 ABCG1 和 SR-B1 的 mRNA 表达 量 均 未 见 明 
显 差异 (P>0.05 ,图 4)。 
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Uremia 


图 2 对 照 组 假手 术 与 尿毒 症 apoE-/- 小 鼠 主动 
脉 根部 AS 损伤 相对 面积 的 比较 

Fig.2 Comparison of relative area of 
atherosclerotic lesions from aortic root in 
control, sham-operated and uremic apoE-/- 
mice. A: Red oil O staining (Original 
magnification, x 100). a, b, c: Proximal, median, 
and distal segments of the aortic root. B: 
Comparison of relative area of AS lesion. n=4 in 
each group. **P«0.01 vs control group, "P«0.01 
vs sham-operated apoE-/- mice. 


2.3 IS 对 巨 噬 细 胞 脂 质 聚 集 和 脂 质 转运 受 体 mRNA 表 
达 的 影响 

户 噬 细胞 脂 质 含 量 在 空白 培养 基干 预 组 和 0 umol/L 
的 IS 干 预 组 之 间 无 差异 ((2.62+0.49)% vs (2.51+0.57)%, 
P>0.05), 提 示 KCL 对 巨 哈 细胞 否 脂 无 影响 。250 pmol/L 
浓度 的 IS 干 预 下 巨 哈 细胞 内 脂 质 含量 明显 增加 ( (6.29+ 
0.99)% vs (2.51+0.57)%, P<0.01) ,500 umol/L 浓度 的 
IS 干预 下 巨星 细胞 脂 质 含量 也 明显 升 高 ((4.85 圭 
0.92)% vs (2.51 +0.57)% , P<0.01), 而 250 umol/L 和 
500 umol/L 浓度 的 本 干预 组 之 间 巨 噬 细 胞 脂 质 含量 无 
显著 性 差异 ((6.29+0.99)% vs (4.853:0.92)96 ,P>0.05， 
图 5)。 空 白 培养 基 组 和 0 hmoyL 的 IS 干预 组 之 间 胆 
辕 醇 转运 受 体 CD36, SR-A1, ABCA1、 ABCGI 和 
SR-B1 mRNA 表达 无 显著 差异 (P>0.05)。250 hmol/L 
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图 3 不 同 浓度 CRI 患 者 血清 对 巨 鸣 细 胞 脂 质 聚 集 的 影响 
Fig.3 Effect of 5% and 10% CRI serum on lipid aggregating in 


| macrophages. Red oil O staining (Original magnification, x100). 
*P«0.05, ***P«0.01 vs control group. n=3 in each group. 
| umi 
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图 4 CRI 患 者 血清 对 巨 噬 细 胞 胆固醇 转运 受 体 mRNA 表达 的 影响 
Fig.4 Effect of CRI serum on mRNA expression of cholesterol transporting receptors in the macrophages. *P«0.05, **P«0.01 vs 
control group. 11-6 in each group. 


和 500 pmol/L 的 IS 干 预 下 巨星 细胞 表面 CD36 mRNA ”组 间 均 未 见 明显 差异 (P>0.05, 图 6)。 

表达 量 均 较 空 白 对 照 组 和 0 pmol/L 的 IS 干 预 组 明显 升 

高 (P<0.05) ,而 250 umoyL 和 500 pmolL 浓 度 的 IS 干 ”3 讨论 

预 组 之 间 无 明显 差异 (P>0.05); 其 余 胆固醇 转运 受 体 CRI 已 经 成 为 全 世界 所 面临 的 重要 公共 卫生 问题 ， 
SR-A1.ABCA1、ABCG1 和 SR-B1l mRNA 的 表达 在 各 。 AS 相关 的 心血 管 疾病 已 成 为 CRI 患 者 死亡 的 主要 原因 
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之 一 。CRI 患 者 AS 的 进展 往往 较 一 般 人 和 群 迅 速 ,解剖 
学 和 病理 学 分 析 印 证 了 CRI 加 速 AS 病变 的 事实 "9 。 
CKD I 期 患者 即 已 出 现 动 脉 内 膜 增 厚 的 表现 ,而 在 CRI 
进展 过 程 中 ,GFR 低 于 60 ml/min: 1.73 m Bode 
会 加 速 加 重 中 ,并 不 可 避免 的 发 展 为 冠 心病 ,药物 和 手 
术 治 疗效 果 也 不 如 一 般 人 群 。 探 索 尿 毒 症 性 AS 的 发 病 
机 制 及 有 效 治 疗 措施 有 望 减少 CRI 患 者 AS 相关 疾病 的 
死亡 率 和 提高 其 生活 质量 。 

在 apoE-/- 小 鼠 的 基础 上 我 们 通过 两 步 外 科 手 术 法 
建立 了 尿毒 证 apoE-/- 小 鼠 的 动物 模型 ,模型 鼠 肾 功能 
检测 指标 提示 造 模 成 功 。 我 们 发 现 野 生 型 C57BL/6J 小 
鼠 主动 脉 根 部 无 AS 斑 块 形成 ,而 CS7BL/6J 遗 传 背景 的 
apoE-/- 小 鼠 主动 脉 根 部 有 明显 的 AS 斑 块 形成 ,提示 缺 
乏 apoE 基因 的 保护 机 制 , 小 鼠 易 于 发 展 AS。 尿 毒 症 
apoE-/- 小 鼠 主 动脉 根部 AS 斑 块 较 假 手术 组 明显 增 大 ， 
提示 CRI 加 速 加 重 AS 的 进展 ,为 研究 尿毒 症 性 AS 提 供 
了 理想 的 动物 模型 。 

CKD 患 者 内 环境 存在 不 同 程度 的 病理 改变 ,如 持 
续 的 炎症 状态 . 脂 代谢 紊 乱 以 及 毒素 蕾 积 ,可 能 是 造成 
AS 加 重 的 原因 所 。 巨 叹 细 胞 贯穿 于 AS 斑 块 组 织 脂 质 
代谢 的 全 过 程 ,定植 于 动脉 壁 的 巨 鸣 细 胞 过 量 吞 喉 氧 化 
低 密 度 脂 蛋白 形成 具有 致 AS 作用 的 泡沫 细胞 , 巨 叹 细 
胞 功能 发 生 改 变 可 能 影响 泡沫 细胞 的 形成 ,是 AS 形成 
和 进展 中 的 关键 环节 ,从 而 加 快 或 延迟 AS 的 发 病 过 
程 。 那 么 CRI 内 环境 的 北 乱 与 巨 噬 细 胞 吞 脂 即 泡沫 细 
胞 形成 之 间 的 关系 如 何 呢 ? 我 们 研究 发 现 CRI 患 者 血 
清 干预 巨 唉 细胞 株 , 其 诱导 的 泡沫 细胞 脂 质 蓄 积 明 显 增 
加 ,提示 CRI 的 确 具 有 加 速 泡沫 细胞 形成 的 作用 ,而 这 
种 作用 是 通过 血液 内 环境 造成 的 。 由 于 肾 功 能 不 全 ， 
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图 5 不 同 浓度 IS 对 巨 叭 细胞 脂 质 聚 集 的 
影响 

Fig.5 Effect of indoxyl sulfate at different 
concentrations on lipid aggr- egation in 
macrophages. Red oil O staining 
(Original magnification, x 100). C: Blank 
control group, 0: 0 umol/L of IS; 250: 250 
hmoML of IS; 500: 500 umol/L of IS. **P« 
0.01 vs control group, "P«0.01 vs 0 umol/L 
of IS group. 1-3 in each group. 


GFR 的 逐渐 降低 ,大 量 代谢 产物 包含 多 种 毒素 清除 率 下 
降 , 无 法 通过 肾脏 完全 清除 。 血 清 中 毒素 的 蓄积 是 尿毒 
症 与 非 尿毒 症 内 环境 最 鲜明 的 差异 。 我 们 进一步 研究 
一 种 重要 的 蛋白 结合 性 尿毒 症 毒素 IS 对 巨星 细胞 否 脂 
的 影响 ,发 现 其 也 能 促进 巨 噬 细 胞 内 脂 质 的 蓄积 。 这 提 
示 CRI 血 清 对 巨 鸣 细 胞 源 性 泡沫 细胞 蓄 脂 的 影响 至 少 
部 分 通过 IS 而 发 挥 作用 的 。 本 实验 证 实 了 和 蛋白 结合 类 
尿毒 症 毒 素 IS 在 泡沫 细胞 形成 过 程 中 的 促 脂 质 蓄积 作 
用 ,这 一 作用 似乎 可 以 解释 长 期 透析 患者 的 高 AS 发 生 
率 现象 ,也 为 其 他 蛋白 结合 类 毒素 在 尿毒 症 性 AS 发病 
中 的 作用 打开 了 新 的 视角 。 

本 研究 结果 提示 CRI 患 者 血清 诱导 巨 哈 细胞 脂 质 
蓄积 作用 并 非 呈 浓度 依赖 性 , 低 浓度 CRI 血 清 (5% ) 干 
预 下 的 巨 鸣 细 胞 诱导 泡沫 细胞 出 现 脂 质 著 积 增加 ,而 更 
高 浓度 CRI 血 清 (10%) 对 于 脂 质 蓄积 的 增强 作用 有 
限 。 在 IS 干 预 实验 中 也 观察 到 类 似 的 现象 ,IS 促 进 脂 
质 蓄 积 在 250 pmol/L 浓 度 下 最 为 明显 ,这 一 浓度 在 
CKD 患 者 血清 IS 浓 度 范围 内 ,具有 一 定 实际 意义 ,而 2 
倍 于 此 浓度 的 JS 干预 并 未 出 现 泡沫 细胞 脂 质 蕃 积 的 进 
一 步 增加 。 更 高 浓度 的 CRI 血 清和 尿毒 症 毒 素 IS 对 巨 
哈 细 胞 有 毒性 作用 ,导致 细胞 活性 降低 ,对 脂 质 摄 取 能 
力 不 能 进一步 增加 。 这 印证 了 CKD 患 者 肾 功 和 AS 进 
展 的 非 同步 性 ,或 许 在 肾 功能 轻 度 异常 时 即 已 产生 促 
AS 作用 ,从 而 导致 CKD 患 者 AS 的 早 发 性 。 

在 AS 的 进展 中 , 巨 只 细胞 通过 表面 受 体 介 导 内 咎 
胆固醇 ,促进 AS ,同时 通过 活性 转运 体 介 导 胆 回 醇 流 
出 ,延缓 斑 块 的 形成 "9。 巨 噬 细 胞 胆固醇 的 流入 和 流出 
相互 平衡 ,而 平衡 的 破坏 是 泡沫 细胞 形成 的 关键 ,直接 
导致 AS 斑 块 的 加 重 ""。 为 了 明确 CRI 上 患者 血清 及 IS 是 
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ALR fred ES EE AERE ,我 们 观察 CRI 
血清 和 JIS 对 巨 鸣 细 胞 胆固醇 流入 受 体 CD36、.SRAI1 和 
Vit 5 HK ABCAI,ABCGI,SRBI mRNA 表达 的 影响 ， 
结果 发 现 CRI 患 者 血清 及 IS 干预 可 诱导 巨 噬 细 胞 
CD36 mRNA 表达 上 调 ,提示 CRI 患 者 血清 中 的 长 可 能 
通过 上 调 CD36 mRNA 的 表达 促进 巨 哈 细胞 否 脂 形 
成 泡沫 细胞 ,进而 加 速 AS 的 发 生发 展 。 病 理 环境 下 形 
成 的 ox-LDL 通过 巨 唉 细胞 胞 膜 上 的 SRAL 和 CD36 
介 导 以 脂 徐 途径 否 哈 入 胞 来 启动 泡沫 细胞 形成 初始 
HE, SRA EELA A g i E M E E A 
ox-LDL 过 程 中 起 作用 ,而 CD36 则 主要 参与 泡沫 细胞 
形成 过 程 中 的 吞 脂 行为 加 ,在 AS 的 进展 中 发 挥 重要 作 
用 。CD36 基 因 殴 除 可 使 AS 小 鼠 主动 脉 斑 块 面积 明显 
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图 6 IS 对 巨星 细胞 胆固醇 转运 受 体 mRNA R 
达 的 影响 

Fig.6 Effect of indoxyl sulfate on mRNA 
expression of cholesterol transporting receptors 
in the macrophages. C: Blank control group, *P« 
0.05 vs control group, ‘P<0.05 vs 0 uumol/L of IS 
group. n=4~8 in each group. 


Wb 76.595-4595?", Ti il BG P AAE CKD 
患者 ,血液 中 单 核 细胞 CD36 的 表达 较 正常 肾 功 者 或 未 
透析 CKD 患 者 明显 升 高 > 他 。 因 此 巨 除 细 胞 通过 胆 固 
醇 转 运 受 体 CD36 吞 哈 ox-LDL 增 加 可 能 是 CRI 内 环境 
闪 乱 促进 泡沫 细胞 脂 质 蓄积 的 主要 原因 。 

巨 只 细胞 胆固醇 的 外 流通 过 两 条 途径 完成 ,一 是 
ATIP 结 合 盒 转运 蛋白 (ABC) ,通过 消耗 ATP 进行 物质 转 
运 的 膜 蛋白 家 族 ,其 中 的 AL1 和 G1l 在 细胞 胆固醇 流出 中 
发 挥 重 要 作用 ;二 是 清道 夫 受 体 BI(SRB1) ,是 HDL 的 
另 一 类 膜 受 体 ,在 巨 哈 细胞 膜 上 可 介 导 胞 内 多 余 的 胆 固 
醇 酯 转运 至 贫 脂 的 HDL 中 ,降低 脂 质 负荷 。 而 此 次 
CRI 人 血清 和 尿毒 证 毒素 IS 干预 巨 鸣 细 胞 的 实验 中 并 未 
发 现 ABCA1、 ABCG1 .SRB1 mRNA 表达 的 改变 ,这 可 
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能 由 于 CRI ee 

的 影响 较 小 ,也 可 能 与 贫 脂 的 巨 唉 细胞 (尚未 ox-LDL 诱 
a 5 
觉 有 关 。 

总 之 ,本 研究 发 现 CRI 可 加 速 AS 的 发 展 ,这 与 CRI 
患者 体内 内 环境 紊乱 , 即 不 易 被 透析 所 清除 的 蛋白 结合 
类 尿毒 症 毒 素 如 JI 在 体内 蓄积 ,引起 巨 鸣 细 胞 表面 胆 固 
醇 转 运 受 体 CD36 mRNA 的 表达 升 高 ,促进 巨 唉 细胞 摄 
脂 转 变 Mund 关 。 这 对 CKD 患者 早 发 的 AS 和 
冠 心病 的 防治 具有 重要 意义 。 更 深入 的 研究 CRI 内 环 
Wiicrz REM E 影响 泡沫 细胞 的 形 
成 具有 重要 的 临床 意义 
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